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摘要 :为 探讨 紫 葵 泽 兰 (Bopatorium adenrophorum ) 提取 物 对 植物 种 子 萌发 和 早期 幼苗 生长 的 影响 及 其 生理 机 理 , 以 牧草 
(kchinochloa crusgalli) 、 灰 绿 蒙 ( Chenopodium glaucum) 和 反 校 苋 (Amaranthus retrojlexus )3 种 各 见 的 田间 杂 草 为 材料 ,采用 根 悬 
空 培养 等 方法 ,研究 了 不 同 浓度 紫 葵 泽 兰 提取 物 对 3 种 杂 草 种 子 萌发 和 幼苗 生长 、 根 尖 组 织 结构 :根系 边缘 细胞 (root border 
cell,RBC) 生理 特 性 和 根 冠 果 胶 甲 基 酯 酶 (pecetin methyl esterase,PME ) 活性 的 影响 。 结 果 发 现 ;: 紫 葵 泽 兰 提取 物 对 3 种 植物 种 
子 萌 发 均 具 有 明显 的 抑制 作用 ;1000 mg/L 紫 茎 泽 兰 提取 物 处 理 后 ,3 种 杂 草 幼苗 的 根 尖 均 有 不 同 程度 的 伤害 ,如 根 尖 肿胀 、 抽 
缩 或 变形 ; 根 尖 表层 细胞 脱落 .内 层 细 胞 排列 混乱 。 紫 葵 泽 兰 提 取 物 处 理 能 显著 抑制 3 种 杂 章 幼苗 根 尖 RBC 的 数量 (分 别 比 对 
照 降低 了 44.5% 48.3% 和 64.0% ) ;诱导 RBC 凋 亡 ( 凋 亡 率 分 别 达到 81.7% .91.3 儿 和 97.195) 并 显著 增加 RBC 的 黏 腕 层 厚度 (分 
别 比 对 照 增加 了 99.0% .65.5% 和 61.1% ) 及 诱导 PME 活性 升 高 这 些 结果 表明 : 紫 葵 泽 兰 提取 物 抑 制 了 3 种 杂 草 根 边缘 细胞 
的 产生 ,并 诱导 了 根 尖 边缘 细胞 凋 亡 ,因而 破坏 了 根 边 缘 细胞 对 根 尖 的 保护 系统 ,最终 抑 制 了 根系 的 生长 发 育 。 研 究 为 将 紫 茎 
泽 兰 提取 物 用 于 植物 源 除 草 剂 的 开发 提供 了 理论 依据 。 
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Abstract: To explorethe inhibitory effects of Fupatorium adenophorum extracts on weed seed germination and early seedling 
growth, thrée common weed species, Echinochloa crusgalli, Chenopodium glaucum, and Amaranthus retroflexus, were 
chosenas materials to investigate seed germination and seedling growth, morphological characteristics of root tip cells and 
root border cells( RBCs) , and pectin methyl] esterase( PME ) activities in the root cap using suspension cultures. The results 
indicated that Bupatorium adenophorum extracts significantly inhibited the seed germination, and damaged the root tips, 
including swelling, shrinking, and deformation of root tips, loss of epidermal root tip cells, and disordered distribution of 
interTial root tip cells. Moreover, Fupatorium adenophorum extracts obviously inhibited RBC number; the RBC number of 
the three weed species decreased by 44.5% (EE. crusgalli), 48.3% (C. glaucum ) and 64.0% (A. retroflexus ) ， 


respectively, compared with the untreated control ) . Eupatorium adenophorum extracts also induced RBC apoptosis; the 
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RBC apoptosis rate of the three weed species decreased by 81.7%(E. crusgalli), 91.3% (CGC. glaucum), and 97.1%( A. 
retroflexus ) , respectively, compared with the untreated control. In addition, Fupatorium adenophorum extracts increased the 
thickness of RBC adhesive layers, and improved PME activity. Taken together, these findings indicate that Kupatorium 
adenophorum extracts inhibited RBC development and induced RBC apoptosis, thereby weakening the protective effects of 
RBC on root tips, and eventually inhibiting the growth and development of the whole root system. Our findings shed light on 


the development of bioherbicides derived from kupatorium adenophorum extracts. 
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紫 葵 泽 兰 ( Eupatorium adenophorum ) 为 多 年 生 、 从 生 状 党 绿 半 灌木 植物 ,是 一 种 世界 性 恶性 杂 草 ;生活 力 
强 、 化 感 作用 强烈 。 紫 蔡 泽 兰 植株 中 富 含 天 然 活 性 物质 ,其 提取 物 对 多 种 植物 具有 强烈 的 化 感 作用 ,显著 
抑制 植物 的 生长 发 育 ,有 望 被 开发 成 植物 源 除草 剂 应 用 于 杂 草 的 绿色 防 控 。 郑 丽 等 “报道 ,2.5% 的 紫 茎 泽 兰 
叶片 水 提取 液 显 著 的 抑制 细 叶 匣 英 水草 砖 子 盏 、 无 芒 虎 尾 草 、 紫 花 大 波 豆 \ 归 三 叶 等 种 耶 萌 发 和 幼 盏 生长 。 
王 亚 诅 等 引 报 道 ,100 mg/L 的 紫 茎 泽 兰 淄 提 液 对 白 三 叶 黑 麦 草 和 紫花 首 蒂 种 子 发 芽 和 幼苗 生长 均 有 显著 的 
抑制 作用 。 
称 草 (Echinochloa crusgalli) 、 灰 绿 蒙 ( Chenopodium glaucum) 和 反 校 大 (4marafiijpaus retroflexus) 分 别 是 禾 本 
科 、 蒙 科 和 更 科 杂 草 中 分 布 最 广 ,危害 最 为 严重 的 杂 草 ,广泛 分 布 于 全 国 各 地 , 币 以 优势 草 种 生 于 农田 ,危害 农 
作物 的 生长 ,特别 是 牧草 ,2012 年 来 在 我 国 已 经 上 升 为 水 稳产 区 第 一 恶性 森 章 ;影响 水 稻 的 产量 及 品质 。 多 
年 来 ,对 这 3 种 杂 草 的 防除 ,多 采用 人 工 拔 除 和 使 用 化 学 除草 剂 的 方法 ,不 仅 耗 费 大 量 的 人 力 日 大量 使 用 化 学 
除草 剂 除 对 生态 环境 也 造成 了 一 定 的 破坏 “” 。 作 者 前 期 研究 发 现 , 紫 茎 泽 兰 提取 物 对 反 校 苋 和 灰 绿 蒙 种 子 
萌发 和 幼苗 生长 有 显著 地 抑制 作用 ,对 幼苗 活性 氧 代 谢 水 平 有 明显 的 影响 ”。 但 是 , 紫 茎 泽 兰 提取 物 抑制 两 
杂 草 的 细胞 生理 机 制 还 不 清楚 ,此 茎 泽 兰 提取 物 对 稳 草 是 否 也 有 化 感 作用 未 见报 道 。 为 此 ,本 试验 以 上 述 
3 种 主要 的 田间 林 草 为 研究 对 象 , 重 点 从 细胞 生理 学 角度 ,人 研究 了 紫 茎 泽 兰 提取 物 对 3 种 杂 草 幼苗 根 和 根 边 
缘 细胞 化 感 作用 的 影响 , 旨 在 明确 紫 葵 译 兰 提取 物 对 3 种 杂 草 化 感 胁迫 的 生理 机 制 , 为 紫 荃 泽 兰 提取 物 开 发 
成 植物 源 除草 剂 应 用 于 3 种 杂 草 绿色 防 控 提供 理论 依据 。 


1 材料 与 方法 


1.1 试验 材料 

紫 茎 泽 兰 提取 物 的 制备 方法 :采集 紫 茎 渗 兰 成 熟 叶 ,室温 下 阴干 , 粉 肆 机 粉碎 ,过 40 目 得 ,用 95% 的 乙醇 
浸泡 72 提取 3 次 寺 浸 提 液 用 砂 芯 抽 滤 着 ( 微 孔 滤 膜 孔径 为 0.45 pm) 过 小, 合并 浸 提 液 。 浸 提 液 用 旋转 蒸发 
全 经 减 压 浓缩 除去 大 部 分 乙醇 ,得 到 浓 稠 的 提取 物 。 将 提取 物 深 于 适量 水 中 制 成 混 悬 液 ,然后 用 石油 醚 进行 
茶 取 ;y 共 茶 取 5 次 。 茶 取 物 再 用 旋转 蒸发 带 经 减 压 浓缩 后 , 置 低温 真空 干燥 箱 中 挥发 掉 石 油 醚 得 到 紫 葵 泽 兰 
提取 物 ;4Y 低温 下 避 光 保存 备用 。 在 使 用 时 , 称 适 量 紫 茎 泽 兰 提取 物 , 先 用 少量 肉 酮 溶解 (每 克 提 取 物 5 mL 
丙酮 ) ,再 配制 成 不 同 浓度 的 提取 物 水 溶液 。 

供 试 杂 草 牧草 (Echinochloa crusgalli) 、 灰 绿 葡 (Chenopodium glaucum) 和 和 反 校 疯 (Amaranthus retroflexus ) 的 
种 子 均 收集 于 山西 农业 大 学 园艺 站 。 
1.2 材料 培养 和 紫 茎 泽 兰 提取 物 处 理 

挑选 均匀 人 饱满 的 3 种 杂 草 种 子 适量 ,用 0.1% HgCl, 消 毒 5 min, 然 后 用 蒸馏 水 洗 去 HgCl, 残 液 ,再 用 滤纸 
吸 干 种 子 表 面 水 分 。 采 用 纸 卷 发 芽 的 方法 , 反 校 竟 和 灰 绿 蒙 分 别 取 100 粒 、 牧 草 取 50 六 种 子 均匀 摆 放 在 18 
cmx25 cm 滤纸 的 中 上 部 ,六 上 同等 大 小 的 滤纸 ,小 心 将 滤纸 卷 成 纸 卷 。 每 4 个 纸 卷 用 橡皮 筋 扎 为 一 组 (4 次 
重复 ) , 置 于 300 mL 烧杯 中 ,进行 不 同 浓度 的 提取 物 处 理 (Extracts treatment,ET) ,并 以 菩 饮 水 处 理 作 为 对 照 。 
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实践 中 发 现 ,3 种 杂 草 种 子 对 ET 溶液 的 胁迫 敏感 程度 不 同 , 尤 其 是 反 校 苋 ,经 浓度 高 于 600 mg/L ET 处 理 4 
天 后 ,有 烂 苗 现象 。 为 便于 统计 3 种 森 草 种 子 萌 发 指标 , 设 定 称 草 和 灰 绿 蒙 种 子 的 ET 浓度 为 250、500、750 
mg/L 和 1000 mg/L, 而 反 枝 苋 种 子 的 ET 浓度 为 150 .300、450 mg/L 和 600 mg/L。 将 烧杯 置 于 25C 培 养 箱 中 ， 
黑暗 下 进行 种 子 发 芽 试 验 ,每 天 统计 种 子 的 各 项 发 芽 指 标 ,种 子 萌发 生长 8 d 结束 试验 。 此 外 ,按照 相同 的 方 
法 进行 种 子 萌发 ,设置 对 照 和 一 个 较 高 浓度 的 ET(1000 mg/L) 对 3 种 杂 草 种 子 进行 处 理 , 种 子 萌 发 生长 至 4d 
时 , 取 活 的 幼苗 根 尖 用 于 根 尖 电镜 扫描 样品 的 制作 。 

将 消毒 的 双 层 纱布 用 橡皮 筋 固 定 在 500 mL 烧杯 口上 ,然后 每 个 杂 草 品种 取 200 粒 消毒 的 种 子 置 于 纱布 
上 ,再 在 种 子 上 履 盖 一 层 滤 纸 和 一 层 脱 脂 栅 。 在 脱脂 槐 上 分 别 均匀 滴 加 15 mL 蔡 饮 水 (作为 对 照 ) 或 500、750 
mg/L 和 1000 mg/L 的 ET, 再 用 保鲜 膜 封 用 。 将 烧杯 置 23Y% 培养 箱 内 ,进行 幼苗 根 悬 空 培养 。 待 3 种 杂 草 对 
照 的 幼苗 根 长 约 20 mm 时 ,进行 如 下 处 理 :(1) 不 同 杂 草 每 处 理 挑选 50 个 均匀 一 致 的 根 撩 制备 根 边 缘 细 胞 悬 
液 , 用 于 测定 根 边缘 细胞 (RBC) 数 、 活 率 . 凋 亡 率 、 黏 腕 层 厚 度 。(2) 不 同 杂 章 每 处 理 分 别 取 5 个 根 尖 ,用 刀片 
切取 约 10 mm 长 的 根 尖 用 于 根 尖 和 根 尖 原 位 边缘 细胞 的 显 微 观 察 拍照 。 

同上 述 幼 苗 根 悬空 培养 方法 ,进行 3 种 杂 草 根 甚 空 培养 (不 进行 ET 胁迫 ) , 待 森 草 幼苗 根 生长 至 约 5 mm 
时 ,对 杂 草 根 尖 每 隔 1 h 喷 施 蒸 饮水 (作为 对 照 ) 或 500.750 mg/L 和 1000 mg/ 户 的 ET, 连续 喷 施 5 次 ,再 生长 
12 h 后 切取 幼苗 根 尖 ,测定 其 根 冠 果 胶 甲 基 酯 酶 (PME ) 活性 。 
1.3 测定 指标 与 方法 

不 同 杂 草 种 子 发 菠 和 幼苗 生长 指标 的 统计 按 种子 检 验 规 程 呈 统计 各 人 处理 的 种 子 发 芽 率 发 芽 势 (G)= 
Ga/Gnx100%( Ga:3d 发 芽 种 子 数 ;Gn: 供 试 种 子 数 站 发芽 指 数 (G1)= (Gt Dwr )(Gi:i d 内 发 芽 种 子 数 ;应 : 
发 芽 天 数 ) 种 子 活力 指数 (WV)= GJ x 丈 ( 丈 : 单 株 幼苗 平均 鲜 重 关节 长 抑制 率 =( 对 照 蕉 长 -处 理 葵 长 )/ 对 照 
葵 长 . 根 长 抑制 率 =( 对 照 根 长 -处 理 根 长 )/ 对 照 根 长 幼苗 鲜 重 。 其 中 , 蔡 长 抑制 率 、 根 长 抑制 率 、 幼 苗 侠 重 
每 处 理 取 20 株 幼 盏 取 平 均值 。 每 处 理 重 复 4 次 5 

根 尖 电镜 扫描 样品 的 制作 与 观察 参照 范 华 等 "的 方法 .切取 对 照 和 1000 mg/L ET 溶液 胁迫 处 理 的 根 尖 
大 约 10 mm ,迅速 放 到 3% 戊 二 醛 固 定 液 中 ;0 一 4 十 固 定 2 d。 用 克 酸 盐 绥 冲 液 (0.1 mol/L, pH=7.2) 洗 次 3 
次 ,每 次 15 min ,依次 用 30% ,50% ,70% ;80%,90% 和 95% 的 乙醇 系列 脱水 (每 一 梯度 脱水 15 min) ,100% 的 乙 
醇 脱 水 两 次 ,每 次 20 min, 之 后 叔 杆 醇 置换 样品 用 正 0L JFD- 320 冷冻 干燥 ,将 干燥 好 的 材料 用 导电 胶带 烙 
在 样品 台 上 ,用 正 0L JFC-1600 离子 溅 射 镀 膜 仪 喷 镀 铂金 , 顺 镀 好 的 材料 放 和 下 0L JEM-6490 LV 扫描 电子 显 
微 镜 下 观察 拍照 。 

根 边缘 细胞 (RBC) 活 性 测定 及 根 尖 边缘 细胞 原 位 观察 RBC 活性 测定 参考 胡 忠 良 等 的 方法 。 不 同 杂 
草 ,每 处 理 挑 选 50 个 均匀 一 致 的 根 尖 ,切取 5 mm 将 其 浸泡 在 威 有 200 pL 蒸馏水 的 离心 管 中 ,振荡 器 振荡 30 
s, 取 出 根 尖 再 用 50 EL 的 车 馏 水 冲洗 两 次 。 收 集 细胞 悬 液 转 入 微量 注射 右 ( 规格 1000 kL) 挤 压 3 次 ,使 成 团 
的 边缘 细胞 分 离开 。 将 细胞 悬 液 4% 下 500 r/min 离心 3 min, 弃 去 部 分 上 清 液 ,获得 细胞 分 散 均 匀 浓度 适 
宜 的 细胞 悬 液 备 用 。 取 50 pL RBC 悬浮 液 ,加 入 20 pL AO-EB 复合 染 液 (AO :EB= 1:1) ,充分 混 匀 , 避 光 染色 
Limin。 取 少许 悬 液 ,加 入 血细胞 计数 板 ,在 Olympus BX 53(U-RFL-T) 荧光 显微镜 ( 蓝 色 激 发 光 ) 下 观察 记录 
根 边缘 细胞 总 数 , 活 细胞 和 和 死 细 胞 数量 ( 活 细胞 呈现 绿色 奖 光 , 死 细 胞 呈 橘 红色 或 红色 奖 光 ) 。 细 胞 活 率 = 
( 活 细胞 数 / 总 数 细胞 ) x100% 。 每 处 理 重 复 $ 次 ;每 处 理 切取 5 个 根 尖 置 载 玻 片上 , 滴 加 少量 AO-EB 复合 染 
液 立 即 在 显微镜 下 观察 拍照 。 

RBC 凋 亡 率 的 测定 取 50 pL 备用 的 细胞 悬 液 ,加 入 75 pL Hochest-33258 染 液 , 暗 处 染色 5 min ,吸取 少量 
悬 液 , 加 入 血细胞 计数 板 ,在 紫外 UV 激发 光 下 观察 活 细 胞 与 凋 亡 细胞 的 形态 特征 并 计数 一 。 

RBC 黏 胶 层 厚度 的 测定 取 50 pL 备用 的 细胞 悬 液 ,与 50 pL 的 墨水 (India ink ) 混 匀 染色 5 min, 取 少量 混 
合 液 滴 在 载 玻 片 上 , 盖 片 ,在 灾 光 显微镜 下 观察 测量 。RBC 的 黏 胶 层 厚度 测量 ,不 同 处 理 测 定 10 个 细胞 ， 
个 细胞 测 3 个 不 同位 置 取 其 平均 值 "|。 
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根 冠 果 胶 甲 基 酯 酶 (PME ) 活 性 测定 参照 胡 上 忠良 等 '" 的 方法 。 不 同 杂 草 , 随 机 剪 取 不 同 处 理 长 约 5 mm 
的 根 尖 30 个 ,加 入 400 pL PME 提取 液 (内 含 0.2 mol/L Na, HPO,, 0.1 molLL 柠檬 酸 ,1 mol/L NaCl, pH = 
5.8) , 冰 浴 研磨 后 转移 至 离心 管 中 , 再 用 400 pL PME 提取 液 清 洗 研 钵 1 次 ,合并 入 离心 管 中 , 置 于 4%C 冰箱 
中 ,每 隔 20 min 振荡 1 次 ,1h 后 ,4% 15000 r/min 离心 10 min。 取 300 kL 酶 液 加 入 4 mL PME 底 物 溶液 (内 
含 0.5% w/v 果 胶 ,0.05% w/v 甲 基 红 ,0.2 mol/L NaCl,pH=6.8) ,37% 水 浴 2 h,525 nm 波长 下 测定 0D 值 , 根 
据 标 准 曲 线 计算 PME 活性 ,活性 单位 为 umol H 7 根 尖 数 /h。 每 处 理 重 复 3 次 。 
1.4 数据 统计 及 分 析 

所 有 数据 的 统计 分 析 均 采用 DPS 6.5 软件 处 理 , 采 用 Duncan 新 复 极 差 测验 法 进行 数据 差异 显 关 性 检验 
(P < 0.05)。 利 用 Excel 2007 进行 数据 整理 和 绘图 ,Adobe Photoshop CS5 辅助 图 片 整理 。 


2 结果 与 分 析 


2.1 不 同 浓度 紫 葵 泽 兰 提 取 物 对 3 种 杂 草 种 子 萌 发 生长 的 影响 

图 1 试验 结果 表明 ,750 mg/L 以 上 浓度 的 紫 葵 泽 兰 提取 物 胁迫 显著 地 抑制 穆 草 种 子 的 萌发 生长 。750 
mg/L 提取 物 胁迫 处 理 与 其 对 照 比 ,种 子 的 发 车 势 、 发 车 率 活力 指数 和 幼苗 鲜 重 分 别 降 低 了 24.7% 、6.8%、 
29.4% 和 31.2% ,幼苗 葵 长 抑制 率 和 根 长 抑制 率 分 别 达 到 44.0% 和 80;8%;250 maxL 以 上 浓度 提取 物 胁迫 显著 
地 抑制 灰 绿 蒙 种 子 的 萌发 生长 。250 mg/L 提取 物 胁迫 处 理 与 其 对 照 比 种 子 的 发 芽 势 、 发芽 率 发 芽 指 数 、 活 
力 指数 和 幼苗 鲜 重 分 别 降 低 了 32.5% .20.7% .23.3% .30.2% 和 5.T5% .幼苗 蔡 长 抑制 率 和 根 长 抑制 率 分 别 达 到 
12.7% 和 60.8% ;150 mg/L 以 上 浓度 提取 物 胁迫 显著 地 抑制 反 校 砚 种 子 的 萌发 生长 。150 mg/L 提取 物 胁迫 处 
理 与 其 对 照 比 种 子 的 发 芽 势 和 发 芽 指 数 分别 降 低 了 34.8 多 和 .20:29%22 幼苗 茎 长 抑制 率 和 根 长 抑制 率 分 别 达 到 
7.8% 和 23.4%; 从 图 1 试验 结果 综合 分 析 ,3 种 杂 草 对 紫 茎 泽 兰 提取 物 胁 迫 的 敏感 程度 反 校 苋 > 灰 绿 蒙 > 称 草 。 
2.2 ” 紫 葵 泽 兰 提取 物 对 3 种 杂 草 根 尖 和 根 边缘 细胞 胁迫 伤 害 的 形态 观察 

从 图 2 可 看 出 ,电子 显微镜 下 ,3 种 杂 草 对 照 幼苗 根 兴 细胞 排列 紧密 , 根 尖 无 损伤 现象 。 较 高 浓度 (1000 
mg/L) 紫 葵 泽 兰 提 取 物 处 理 对 3 种 杂 草 幼苗 根 兴 均 有 不 同 程度 的 伤害 。 提 取 物 处 理 使 称 草 根 尖 发 生 肿 胀 变 
形 ,但 根 尖 组 织 结构 未 遭 破坏 。 提 取 物 处 理 导 致 灰 绿 袭 根 尖 抽 缩 . 干 瘦 变 形 。 提 取 物 处 理 使 反 枝 苋 根 尖 组 织 
结构 遭 到 严重 破坏 , 根 尖 表层 细胞 脱落 ,内 层 细 胞 排列 混乱 旦 玲 松 。 

光学 显微镜 下 (图 3) ,3 种 杂 草 对 照 幼苗 根 尖 均 可 清晰 地 观察 到 根 尖 周围 附着 大 量 活 的 边 绿 细胞 , 根 尖 
结构 完整 且 保 持 生 活力 z 1000 mg 代 紫 侍 泽 兰 提 取 物 处 理 ,3 种 杂 草 根 尖 组 织 和 细胞 以 及 根 边 绿 细胞 大 量 被 
杀 死 , 根 边缘 细胞 数量 减少 。 
2.3 不 同 浓度 紫 葵 泽 兰 提取 物 胁迫 对 3 种 杂 章 根 边缘 细胞 数量 和 活 率 的 影响 

光学 显微镜 下 ; 穆 草 根 边 缘 细 胞 的 形态 大 部 分 呈现 梭 形 椭圆 形 或 杆 状 ,细胞 较 小 。 灰 绿 蒙 、 反 枝 疯 根 边 
缘 细 胞 多 数 呈 杆 形 ,月牙 形 或 弧 形 ,细胞 普遍 较 大 。3 种 杂 草 活 细胞 均 呈 绿色 , 死 细 胞 为 红色 和 橘红 色 ( 图 
4) 。 

试验 结果 表明 (网 $) , 紫 葵 泽 兰 提取 物 处 理 显 车 抑制 3 种 杂 草 RBC 的 数量 ,提取 物 浓度 越 高 抑制 作用 越 
强烈 。1000 mg/L 提取 物 处 理 , 穆 草 、 灰 绿 蒙 、 反 枝 苋 RBC 数 比 其 对 照 分 别 降 低 了 44.5% .48.3% 和 64.0% (图 
4A) ;提取 物 处 理 还 显著 抑制 3 种 杂 草 RBC 的 活 率 。1000 mg/L 提取 物 处 理 , 牧 草 、 灰 绿 袭 和 反 极 殉 的 RBC 
活 率 分 别 比 其 对 照 降低 了 92.2% .62.4% 和 78.6%( 图 4B)。 
2.4 不 同 浓 度 紫 葵 泽 兰 提 取 物 胁迫 对 3 种 杂 草 根 边缘 细胞 凋 亡 率 的 影响 

图 6 可 见 ,Hoechest-33258 染色 的 3 种 杂 草 正常 根 尖 RBC 颜色 呈 蓝 色 且 质地 均匀 一 致 ,细胞 核 轮廓 清晰 
且 呈 现 较 小 的 蓝 色 亮 斑 ; 出现 凋 亡 现 象 的 RBC 颜色 不 均匀 ,细胞 有 片 状 浅 蓝 色 片 段 或 细胞 核 呈 现 弥 散 状 轮 启 
不 规则 较 大 的 亮 斑 。 

从 图 7 可 以 看 出 , 紫 葵 泽 兰 提取 物 处理 , 随 提取 物 浓 度 的 升 高 ,3 种 杂 草 RBC 的 凋 亡 率 均 逐渐 增 大 。 
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灰 绿 蒙 反 校 苋 


Chenopodium glaucum Amaranthus retroflexus 


提取 物 处 理 


100 um 


| 


图 2 牧草 、 灰 绿 蒙 和 反 枝 苋 根 尖 和 根 边缘 细胞 的 形态 学 特征 
Fig.2 Morphological features of root tips and border cells in Echinochloa crusgalli, Chenopodium glaucum and Amaranthus retroflexu 


revealed by SEM 


灰 绿 蒙 反 校 苋 


Echinochloa crusgalli Chenopodium glaucum Amaranthus retroflexus 


提取 物 处 理 


200 um 


图 3 荧光 显微镜 下 牧草 、 灰 绿 蒙 和 反 梳 苋 根 尖 和 根 边缘 细胞 的 形态 学 特征 
Fig.3 Morphological features of root tips and border cells in Echinochloa crusgalli, Chenopodium glaucum and Amaranthus retroflexu 


under the fluorescent microscope 


绿色 为 活 的 组 织 和 细胞 ,红色 和 橘红 色 为 死 的 组 织 和 细胞 


2.6 不 同 浓度 紫 葵 泽 兰 提取 物 胁迫 对 3 种 杂 草 根 冠 果 胶 甲 基 酯 酶 (PME ) 活 性 的 影响 
从 图 10 可 以 看 出 ,750 mg/L 和 1000 mg/L 提取 物 处 理 , 反 枝 苋 PME 活性 与 其 对 照 比分 别 升 高 了 4.7% 和 
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RD 
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4 AO-EB 染色 的 牧草 (A)、 灰 绿 蒙 (B) 和 反 枝 苋 (C) RBC 
Fig.4 AO-EB stained RBCs of Echinochloa crusgalli (A), Chenopodium glaucum (B) and Amaranthus retroflexu (C) 
绿色 : 活 细胞 ;红色 和 桶 红色 : 死 细 胞 
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5 紫 荃 泽 兰 提取 物 对 牧草 、 灰 绿 获 和 反 梳 苋 根系 边缘 细胞 ( RBC ) 数量 和 活 率 的 影响 
Fig.S FEffects of Eupatorium adenophorum extracts on the numbers and motilities of RBC in Echinochloa crusgalli, Chenopodium glaucum 


and Amaranthus retroflexu 


30Hm 


ee 


6 ”Hoechest-33258 染色 的 牧草 (A) 、 灰 绿 蒙 (B) 和 反 枝 苋 (C) 的 根系 边缘 细胞 ( RBC) 
Fig.6 Hoechest- 332S8 stained RBCs of Echinochloa crusgalli (A), Chenopodium glaucum (B) and Amaranthus retroflexu (C) 
1: 正 常 的 RBC;2: 出 现 凋 亡 片段 的 RBC 


6.1%, 均 达到 显著 差异 。1000 mg/L 提取 物 处 理 , 灰 绿 蒙 PME 活性 与 其 对 照 比 升 高 了 5.6%, 也 达到 显著 差 
异 。 而 牧草 经 500、750 mg/L 和 1000 mg/L 提 取 物 胁迫 处 理 ,PME 活性 与 其 对 照 比 无 明显 变化 。 这 可 能 与 其 
相对 耐 提取 物 胁 迫 有 关 。 


3 讨论 


细胞 毒性 是 化 感 物 质 作 用 的 一 个 重要 特性 ” ,化 感 物质 与 受 体 植物 细胞 表面 相互 作用 ,破坏 细胞 的 内 部 


http://www.ecologica.cn 


10 期 马 金 虎 等 : 紫 苓 译 兰 提取 物 对 3 种 杂 草 的 化 感 胁迫 作用 


3521 


结构 ,干扰 细胞 有 丝 分 裂 和 基因 表达 ,导致 受 体 植物 后 
长 发 育 受 阻 :””… 。 从 本 研究 结果 看 , 随 着 紫 荃 泽 兰 提 
取 物 处 理 浓度 的 升 高 ,3 种 杂 章 的 发 芽 率 发芽 势 发芽 
外 数 ,活力 指数 等 逐渐 降低 ,幼苗 的 茎 长 抑制 这 、 根 长 抑 
制 率 增 大 , 幼 盏 鲜 重 降低 。 这 一 结果 说 明 , 紫 蕉 泽 兰 提 
取 物 对 3 种 杂 草 种 子 萌发 生长 产生 细胞 毒性 ,从 而 抑制 
种 子 的 萌发 和 幼苗 生长 。Yang 等 -2 曾 报道 , 紫 葵 泽 兰 
主 效 化 感 物 质 DTD( 泽 兰 二 酮 ) 和 HHO( 羟 基 泽 兰 酮 ) 
导致 水 稻 根 尖 组 织 混 乱 ,细胞 萎缩 。 本 人 研究 中 较 高 浓度 
的 紫 人 等 泽 兰 提取 物 处 理 使 穆 草 根 尖 发 生 肿 胀 变形 , 灰 绿 
区 根 尖 抽 缩 . 干 瘦 , 反 校 砚 根 尖 组 织 结构 严 重 被 破坏 , 根 
尖 表 层 细胞 脱落 ,内 层 细胞 排列 混乱 (图 2) ,与 其 结 
相 类 似 。 因 此 推测 ,试验 中 使 用 的 紫 蕉 洋 兰 提取 物 中 可 
能 含有 DTD 和 HHO 这 两 种 物质 ,有 待 对 提取 物 进 行进 
一 步 的 分 离 .纯化 和 鉴定 并 加 以 证 实 。 
根 边 绿 细胞 是 从 根 冠 表面 脱落 下 来 并 聚集 在 根部 
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缘 细 胞 (RBC) 凋 亡 率 的 影响 


Fig.7 Fffects of Eupatorium adenophorum extracts of different 


concentrations on the apoptosis rates of RBC in Echinochloa 


crusgalli, Chenopodium glaucum and Amaranthus retroflexu 


周围 的 一 群 特 化 细胞 ,以 前 人 们 普遍 认为 RBC 没有 活性 ” 。 然 而 进一步 的 研究 表明 ,多 种 植物 的 RBC 脱离 


母体 前 的 存活 率 超过 90% ”。 本 研究 发 现 ,3 种 杂 草 牧草 、 灰 绿 葡 和 反 校 苋 的 RBC 的 数量 和 活 率 存在 品种 差 
异 , 与 Cai 等 ”的 研究 结果 发 现 相 一 致 。 穆 草 的 RBC 数量 和 脱离 根 尖 后 的 活 细 胞 较 多 ,而 灰 绿 蒙 和 反 枝 苋 较 
少 ,这 可 能 是 由 于 牧草 、 灰 绿 葵 和 反 校 更 分 属 不 同 的 科 属 原因 所 臻 ,与 其 物种 上 自身 的 特性 有 关 。 
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8 ” 紫 茎 泽 兰 提取 物 处 理 后 牧草 、 灰 绿 莹 和 反 枝 苋 根 系 边缘 细胞 ( RBC) 的 锋 胶 层 


Fig.8 The mucilage glue layer around RBCs in Echinochloa crusgalli, Chenopodium glaucum and Amaranthus retroflexu subjected to 


treatment with Eupatorium adenophorum extracts 


第 头 所 指 为 莫 胶 层 


化 感 胁迫 诱导 细胞 凋 亡 , 当 受 到 某 些 高 毒性 的 化 感 物质 胁迫 时 , 受 体 植物 细胞 出 现 细胞 凋 亡 的 特征 ,如 细 
胞 核 出 现 弥 散 现 象 等 ” ,严重 时 可 以 引起 细胞 的 死亡 。 本 研究 发 现 , 紫 葵 泽 兰 提取 物 胁迫 ,3 种 杂 草 根 边 


http://www.ecologica.cn 


3522 生 态 学 报 38 卷 


绿 细胞 Hoechest- 33258 染色 后 部 分 细胞 有 的 颜色 不 均匀 ,细胞 有 乒 状 浅 蓝 色 片 段 ,有 的 细胞 细胞 核 呈 现 不 规 
则 较 大 的 亮 斑 ,出 现 弥散 现象 。 说明 ,提取 物 胁 迫 诱导 细胞 凋 亡 ,最 终 引 起 细胞 死亡 。 从 3 种 杂 草 的 根 边 绿 细 
胞 AO-EB 染色 发 现 , 随 提取 物 浓度 的 升 高 ,3 种 杂 草 的 根 边缘 细胞 呈现 红色 或 橘 黄色 细胞 的 数量 在 增多 ,这 
也 直接 证 明了 提取 物 胁 迫 ,降低 了 根 边 绿 细 胞 活 率 的 试验 现象 。 
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10 ”紫荆 泽 兰 提取 物 对 穆 草 、 灰 绿 蒙 和 反 枝 苋 根 冠 PME 活性 

图 9 紫 茎 泽 兰 提取 物 对 牧草 、 灰 绿 蒙 和 反 枝 苋 根系 边缘 细胞 的 影响 
(RBC) 黏 胶 层 厚度 的 影响 Fig.10 Effects of Eupatorium adenophorum extracts on the PME 
Fig.9 Effects of Eupatorium adenophorum extracts on the activities of root caps in Echinochloa crusgallt, Chenopodium 
thickness of RBC mucilage glue layers in Echinochloa crusgalli, glaucum and Amaranthus retroflexu 


Chenopodium glaucum, and Amaranthus retroflexu 


当 植 物 根 唱 到 有 毒物 质 和 微生物 胁迫 时 ,根系 边 绿 细胞 保护 植物 根 尖 抵御 外 界 有 毒物 质 和 微生物 的 危 
害 ” 。 根 边缘 细胞 从 根 尖 分 离 后 自主 进行 新 陈 代谢 ,向 外 分 泌 一 系列 化 学 物质 包 被 在 边缘 细胞 的 外 侧 构 成 
黏 胶 层 , 对 根 边 缘 细 胞 具有 保护 作用 -一 27 当 根 边缘 细胞 受到 生物 或 非 生物 胁迫 时 迅速 向 胞 外 释放 多 种 化 学 
物质 ,使 稿 胶 层 进一步 增 厚 ,以 吸附 或 排斥 病原 体 ” ,整合 有 毒物 质 ” , 绥 解 胁迫 带 来 的 伤害 。 乔 永 旭 等 
研究 发 现 , 化 感 物质 肉桂 酸 作用 下 ,黄瓜 (Cuecuniissativus 二 .) 根 边 缘 细 胞 黏 胶 层 增 厚 ,在 一 定 程度 上 抵御 了 化 
感 胁迫 对 根 尖 的 伤害 。 李 安 奇 等 ' 沁 报道 , 当 大 豆 根 边缘 细胞 受到 土 荆 芥 化 感 物质 胁迫 时 , 根 边缘 细胞 周围 形 
成 了 一 些 颗粒 状 物质 ,可 能 与 束 合 化 感 物质 有 关 。 本 人 研究 结 末 表明 , 紫 蕉 洋 兰 提取 物 作 用 下 ,3 种 杂 草 根 边缘 
细胞 乎 胶 层 厚度 随 提 取 物 浓度 的 升 高 而 显著 增 厚 。 说 明 , 根 边 绿 细胞 受到 提取 物化 感 胁迫 , 回 外 释放 了 大 量 
的 化 学 物质 ， 以 吸附 或 歼 合 提取 物 阻 涉 提 取 物 进一步 癌 细 胞 内 渗透 。 这 一 现象 与 玻 豆 ( Pisumsativwum 工 .) 根 
边缘 细胞 受到 铝 胁迫 -” 、 玉 米 根 边缘 细胞 受到 铜 和 土 荆 芥 化 感 物 质 胁迫 ,出 现 根 边缘 细胞 黏 胶 层 厚度 
增 厚 的 现象 相 类 似 。 由 此 可 见 , 根 边 绿 细胞 黏 胶 层 厚度 增加 是 其 应 对 化 感 胁 迫 的 一 种 保护 性 生理 反应 。 

植物 受到 外 界 胁迫 时 会 产生 一 些 应 急 机 制 来 避免 日 号 受到 严重 的 伤害 ,例如 产生 更 多 的 根 边 绿 细胞 来 抵 
御 胁 追 近 . 。 根 边缘 细胞 的 产生 速率 与 果 胶 甲 基 酯 酶 (PME ) 密切 相关 ,PME 通过 果 胶 去 甲 基 化 , 果 胶 酸 分 解 ， 
诱导 其 它 果 胶 酶 基因 的 表达 ,最终 促 进 根 边缘 细胞 从 根 冠 释放 ” 。 本 研究 结果 显示 ,牧草 PME 活性 随 提 取 
物 浓 度 的 升 高 无 明显 的 变化 ,而 灰 绿 袭 和 反 枢 疯 PME 活性 呈现 随 提取 物 浓度 的 升 高 而 上 升 的 变化 趋势 。 出 
现 这 种 结果 的 原因 可 能 是 提取 物 胁 迫 诱导 杂 草 通过 上 调 根 冠 细 胞 中 PME 基因 的 表达 ,使 PME 活性 升 高 以 促 
进 根 边 绿 细胞 的 产生 。 然 而 ,试验 中 3 种 杂 草 PME 活性 与 RBCs 数量 变化 趋势 相反 ,这 可 能 是 随 提 取 物 浓度 
的 升 高 , 根 尖 组 织 受 损 加 剧 , 产 生根 边缘 细胞 的 能 力 不 断 下 降 所 致 。 

化 感 胁迫 作用 下 ,PME 活性 变化 还 与 受 体 植物 对 化 感 胁迫 的 耐性 有 密切 关系 ,对 化 感 胁 迫 敏感 的 受 体 植 
物 PME 活性 变化 较 强 烈 ” 。 本 研究 结果 显示 , 随 提取 物 浓度 的 升 高 , 稳 草 的 PME 活性 变化 不 明显 ,而 灰 绿 
获 、 反 术 欧 PME 活性 较 明显 ,1000 mg/L 提取 物 胁迫 时 ,PME 活性 与 其 对 照 比 均 达 到 显著 差异 。 说 明 , 灰 绿 
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获 \. 反 校 竟 对 提取 物 胁 迫 比 较 敏感 ,而 牧草 不 敏感 。 这 也 可 从 提取 物 胁迫 下 3 种 杂 草 种 子 彰 发 生长 指标 、 提 取 
物 对 根 尖 的 损伤 观察 结 末 中 得 到 印证 。 


4 结论 


紧 荃 详 兰 提取 物 对 牧草 厌 绿 袭 . 反 校 邦 种 子 萌发 生长 有 较 强 烈 的 化 感 胁迫 作用 ,抑制 种 子 的 萌发 和 幼 酝 
生长 。 祭 荃 洋 兰 化 感 物 质 抑 制 杂 草根 边缘 细胞 的 产生 ,诱导 边缘 细胞 发 生 凋 亡 ,破坏 根 边 绿 细 胞 对 根 尖 的 保 
护 系 统 ,化 感 物质 进一步 对 根 尖 产生 胁迫 伤害 ,破坏 根 尖 的 组 织 结 构 和 细胞 结构 ,使 根 尖 不 能 发 挥 正常 的 运输 
水 分 和 宵 养 代谢 的 功能 ,从 而 抑制 种 子 的 萌发 和 早期 幼 雷 的 生长 。 紧 荃 洋 兰 提取 物 可 开发 成 植物 源 除 草 剂 ， 
用 于 3 种 杂 草 的 绿色 防 控 。 
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